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UTILISATION DE DERIVES DES BENZO[c]QUINOLIZIMl]MS POUR 
LE TRAITEMENT DES PATHOLOGIES LIEES AUX PHENOMENES DE 
CONSTRICTION DES CELLULES MUSCULAERES LISSES 



5 

La presente invention a pour objet Tutilisation de deriv6s des 
benzo[c]quinoliziniums dans le cadre du traitement de pathologies liees aux 
phenomenes de constriction des cellules musculaires lisses, telles que 
Thypertension arterielle, ou Pasthme. 

10 De nombreux activateurs moleculaires ont ete synthetises en vue de leur 

utilisation eventuelle dans le cadre du traitement de la mucoviscidose (Becq et al, 
1999; WO 98/05642). De ces syntheses chimiques sont apparues une serie de 
composes substitues du benzo[c]quinolizinium (MPB) et, parmi ces molecules, les 
composes MPB-07 et MPB-91. Dans des cellules exprimant la proteine CFTR de 

15 maniere endogene, il a ete d6montre, par des techniques d T efflux iodure et de patch 
clamp, que les MPB-07 et MPB-91 sont des activateurs de ce canal ionique (Becq 
et al, 1999, Derand et al., 2001). Les inventeurs ont montre que ces deux 
molecules modifient la localisation de delF508-CFTR dans les cellules 
pulmonaires de patients homozygotes pour cette mutation, et qu'une activation du 

20 canal delF508 est restauree apres traitement (Dormer et al, 2001). Le mecanisme 
d'action n f est pas etabli mais ces deux molecules n r affectent pas Tactivite ATPase 
des deux sites NBF (Derand et al, 2001), ni le taux d'AMPc intracellulaire ni les 
activites phosphatases et kinases des principales enzymes impliquees dans la 
regulation de CFTR (Becq et al., 1999, Derand et al., 2001). 

25 La presente invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs des 

effets du MPB-07 et du MPB-91 sur la reactivit6 vasculaire. Les inventeurs ont 
utilise Taorte de rat, organe ayant la propriet6 de se contracter (vasoconstriction) 
ou de se relaxer (vasorelaxation) sous Taction de differents agents moleculaires 
(endogenes ou exogenes) ou mecaniques. Ainsi les inventeurs ont demontre que 

30 les benzo[c]quinoliziniums decrits ci-apres dans le cadre de la presente invention, 
tels que le MPB-07 et le MPB-91, sont des molecules capables de moduler le 
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tonus vasculare chez l'homme et chez le rat en agissant sur l'activite des cellules 
musculaires lisses. 

A ce titre, la presente invention a pour but de fournir de nouveaux 
medicaments destin6s au traitement de pathologies U6es a une constriction des 
cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les pathologies liees aux 
phenomenes de vasoconstriction dans le cadre de troubles vasculaires, notamment 
I'hypertension arterielle, ou les pathologies hees aux phenomenes de 
bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, notamment 
I'asthme. 

La presente invention a pour objet l'utUisation de derives de formule 
generate (I) suivante : R ^ 

(I) 




dans laquelle : 

- l'heterocycle A est aromatique ou non, etant entendu que dans ce dernier 
cas l'atome d'azote de cet heterocycle est lie par une double liaison au carbone en 
position 4a, 

- R ls R 2 , R3, R4, K-5» R7> R 8> R 9 et R 10» represented, inddpendamment les 
uns des autres : 

. un atome d'hydrogene, ou 

. un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, de brome, ou de 

fluor, ou 

. un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou 
ramifie, d'environ 1 a environ 10 atomes de carbone, ces groupes etant le cas 
echeant substitues, notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par 
une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un cycle aromatique et/ou 
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aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de carbone "dans le cycle, ces cycles 
etant eux-memes, le cas echeant, substitues notamment par un halogene, .et/ou,par 
un hydroxyle, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, ces groupes etant tels 
5 que definis ci-dessus, ou 

. un cycle aromatique ou aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de 
carbone dans le cycle, ce cycle etant lui-meme, le cas echeant, substitu6 
notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
10 oxycarbonyle, ou ester, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -OR^ R a representant un atome d'hydrogene, ou un groupe ' 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, hneaire ou ramifie, ces groupes etant 
tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant 
tels que dermis ci-dessus, ou 

• un groupe -NR b Rc, R b et Rc, independamment l'un de l'autre, 
representant un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, lin6aire ou ramifie, ces groupes 6tant tels que d6finis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles 6tant tels que definis ci- 
dessus, ou 

. lorsque Rj et R^ et/ou R 3 et R 4 , et/ou R4 et R 5 , et/ou R 7 et R 8 , et/ou 
Rg et R 9 , et/ou R 9 et R 10 , ne represented pas les differents atomes ou groupes ou 
cycles mentionnes ci-dessus, alors R^ en association avec R 2 , et/ou R 2 en 
association avec R 3 , et/ou R 3 en association avec R 4 , et/ou R 4 en association avec 
R 5 , et/ou R 7 en association avec R 8 , et/ou R 8 en association avec R 9 , et/ou R 9 en 
association avec R 10 , forment respectivement avec C x et C 2 , ou avec C 2 et C 3 , 
ou avec C 3 et C 4 , ou avec C 4 , C 4a et C 5 , ou avec C 7 et C 8 , ou avec C 8 et C 9 , ou 
avec C 9 et Ci 0 , un cycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, 
ce cycle etant le cas echeant substitue, notamment par un halogene, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle 
aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 
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ou 



. lorsque R3 et R4 ne repr&entent pas les differents atomes ou groupes ou 
cycles mentionnes ci-dessus, alors R3 en association avec R4 forment un groupe 
indole de formule 




dans laquelle R a est tel que defini ci-dessus, 
- Y represente : 

, un groupe -ORd> Rd repr&entant un atome d'hydrogene, ou un groupe 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, linSaire ou ramifie, ces groupes etant 
tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant 
tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -NRgRf; Re et Rf ind^pendamment Tun de l'autre, 
representant un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, lin6aire ou ramifie, ces groupes 6tant tels que definis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci- 
dessus, 

. ou un groupe SH, 

. etant entendu que lorsque R^ ou l'un au moins de Re ou de Rf, ne 
represented pas Tun des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes ci- 
dessus, alors R^ ou Tun au moins de R e ou de Rf, en association avec R5, ou en 
association avec R7, forment respectivement avec C5 et Cg, ou avec Cg, Cg a et 
C7, un heterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le cas 
echeant substitu6, notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, 
carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, 
ces groupes ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

- X represente un atome sous forme anionique, tel qu T un atome d'halogene, 
notamment un atome de brome ou de chlore, ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, tel qu'un perchlorate, et l'azote de Theterocycle A de la formule (I) est 
sous forme quaternaire et est li6 d'une part par liaison covalente au carbone en 
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position 1 1, et; d'autre part, par liaison ionique a X defini ci-dessus, etant entendu 
que lorsque R^ et R^q ne represented pas Tun- des differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors R\ en association avec R\q fonnent avec 
C\, l'azote de l'heterocycle A de la formule (T), Cji, et Ctf), un het6rocycle 

5 aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le cas echeant substitue, 
notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyie, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, ces groupes 
ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

pour la preparation de medicaments destines au traitement de pathologies 

10 liees k une constriction des cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les 
pathologies H6es aux phenomenes de vasoconstriction dans le cadre de troubles 
vasculaires, notamment Phypertension arterielle, ou les pathologies liees aux 
phenomenes de bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, 
notamment Pasthme. 

15 L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation telle que decrite 

ci-dessus, des derives des benzo[c] quinoliziniums de formule (la) suivante : 
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(Ta) 

Y 

dans laquelle : 

30 - Ri et R2 represented un atome d'hydrog&ne, ou forment en association 

avec Ci et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R5 represente un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, ou un ester 
de formule COOR dans laquelle R' represente un groupe alkyle lineaire ou 

35 substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe ethyle, 
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- Y represente un groupe -OH, -SH, -NEfc, ou -NHCOCH3, 

- R7, Rg, R9 et Rio represented un atome d'hydrogkie, ou Tun au moms de 
R7, Rg, R9 ou Rio, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

L'invention a egalement plus particulierement pour objet des derives des 
benzo[c] quinoliziniums de formule (la) tels que definis ci-dessus, dans laquelle Y 
represente un groupe -NH2> ou -NHCOCH3 . 

A ce titre, l'invention concerne plus particulierement encore l'utilisation telle 
que decrite ci-dessus, des derives des benzo[c]quinoliziniums de formule (la) 
suivants : 



compos* 13 (MPB-01) compos* 11 (MPB-26) 
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composS 22 




compost 23 (MPB-98) 




COCH3 



compose 24 



15 



20 



C10 4 - 
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L'invention a egalement plus particulierement pour objet l'utilisation telle 
que ctecrite ci-dessus, des derives des benzo[c] quinoliziniums de formule (la) tels 
que definis ci-dessus, dans laquelle Y represente OH. 

A ce titre, l'invention concerne plus particulierement encore l'utilisation 
telle que decrite ci-dessus, des derives des benzo[c]quinoliziniums de formule (la) 
suivants : 

compose 12 (MPB-05) compost 18 (MPB-06) 





OH 



45 



50 




compose 20 (MPB-08) 
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compose MPB 87 compose MPB 88 
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20 




L invention a egalement plus particuHerement pour objet rutilisation telle 
25 que decrite ci-dessus, des derives des benzo[c] quinoliziniums de formule (la) tels 
que deflnis ci-dessus, dans laquelle Y represente SH. 

A ce titre, Piuvention concerne plus particulierement encore Tutilisation 
telle que decrite ci-dessus, des derives des benzo[c]quinoliziniums de formule (la) 
suivants : 

30 

compose MPB 102 compose MPB 103 



35 
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L'invention conceme egalement 1'utilisation telle que decrite ci-dessus de 
derives de formule generate (Ia-1) suivante : 




(Ia-1) 



dans laquelle : 

- R 5 represente un atome dliydrogene, ou un groupe. allcyle lineaire ou 
subsutue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- RlO represente un atome un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore, de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme amonique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

L'invention a plus particulierement pour objet 1'utilisation susmentionnee 

du d6rive de formule (Ia-1) definie ci-dessus, et correspondent au compose MPB- 

07 de formule suivante : 

compost 19 (MPB-07) 




L'invention conceme plus particulierement egalement 1'utilisation 
susmentionnee du derive de formule (Ia-1) definie ci-dessus, et correspondant au 
compose MPB-91 de formule suivante : 




dans laquelle R a , R h R 2 , Rs> R7, Rg, R9, Rio, X et Y sont tels que definis 
30 ci-dessus, et notamment les composes de formule (lb) dans laquelle : 

- R a represente un atome d'hydrog&tie, 

- Ri et R2 representent un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant R\ et R 2 , 

- R5 represente un atome d'hydrogene, 

35 - R 7 , Rg 3 R9 et Rio representent un atome d'hydrogene, ou Tun de Rj> Rg, 

R9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, de 
brome ou de fluor, 

- Y represente NH 2 , ou OH, 

- X represente un atome d'halogene, notamment un atome de brome, ou de 
40 chlore, ou de fluor. 
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L'invention a plus particuiierement pour objet Putilisation susmentionnee de 
derives de formule (Ib-1) suivante : 




(Ib-1) 



NH 2 R 7 



dans laquelle R a , Ry 9 Rg, R9, Riq, sont tels que definis ci-dessus, 
et plus particuliferement les compos6s de formule (Ib-1) suivants : 
-compose G : R7 « CI, Rg = R9 = R\q = H, 

- compose H : R7 = Rg = R9 = R\q - H, 
-compose I : Rg=Cl, R7 = R9 = Rio = H 5 
-compose J : R9 = C1, R7 = Rg = Rio = H, 
-compose K : Riq^CI, R7 = Rg = R9 = H 3 
-compost L ; R9 = Br, R7 = Rg ^Riq^H. 

L'invention a £galement pour objet les composes de formule (I) 
susmentionnee dans laquelle R5 represente un ester de formule COOR dans 
laquelle R represente un groupe alkyle lin6aire ou substitue de 1 a 10 atomes de 
carbone, notamment un groupe ethyle. 

L'invention a plus particuiierement pour objet les composes de formule (la) 
susmentionnee dans laquelle : 

- Ri et R2 represented un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R5 represente un ester de formule COOR dans laquelle R ! represente un 
groupe alkyle lineaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un 
groupe ethyle, 

- Y represente un groupe -OH, -SH, -NH2, ou -NHCOCH3, 

- R7, Rg, R9 et R^o represented un atome d'hydrogene, ou Tun au moins de 
R7, Rg, R9 ou R\q, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 
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- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br", ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

L'invention a plus particulierement pour objet encore les composes de 
5 formule (la) susmentionnee dans laquelle R5 represente un ester de formule 
COOR' dans laquelle R' represente un groupe alkyle lin&ire ou substitue de 1 a 10 
atomes de carbone, notamment un groupe ethyie, et Y represente un groupe -OH. 

A ce titre, Tinvention concerne plus particulierement les composes de 
formule (la) susmentionnee, et repondant aux formules suivantes : 

10 

compost MPB 73 compose MPB 75 



15 
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compose MPB 86 compose MPB 77 
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L'invention a egalement pour objet les composes de formule (I) 
susmentionnee dans laquelle Y represente SH. 

L'invention a plus particulierement pour objet les composes de formule (la) 

susmentionn6e dans laquelle : 

- Ri et R 2 represented un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec Ci et C 2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R 5 represente - R 5 represente un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle 
lineaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- Y represente un groupe -SH, 

- R7, R& ^9 et R 10 represented un atome d'hydrogene, ou l"un au moins de 
R?5 Rgj R 9 ou Rio, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 

chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

A ce titre, l'invention cohcerne plus particulierement les composes de 
formule (la) susmentionnee, et repondant aux formules suivantes : 



20 compose MPB 102 



compose MPB 103 



25 




Ck 



CI 



X 4 Hj 



S SH 



30 

L'invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe(s) actif(s), au moins im des composes de formule 
generate © d6crite ci-dessus, et plus particuUerement au moins un des composes 
de formule (la) susmentionnee dans laquelle R 5 represente un ester de formule 
35 COOR dans laquelle R represente un groupe alkyle lineaire ou substitue de 1 a 10 



15 

atomes de carbone, notamment un groupe ethyle, et/ou Y represente SH, en 
association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour objet les compositions 
pharmaceutiques susmentionnees comprenant au moins le compose MPB 73, 
5 MPB 75, MPB 86, MPB 77, MPB 87, MPB 88, MPB 102, ou MPB 103, en 
association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

Des compositions pharmaceutiques pr6ferees utilisees dans le cadre de la 
presente invention sont celles comprenant le compose 19 (encore designe MPB- 
07), ou le compose MPB-91, le cas 6ch6ant en association avec un (ou plusieurs) 
10 autre(s) composes) de l'invention d6crit(s) ci-dessus. 

Avantageusement les compositions phaimaceutiques selon l'invention se' 
presentent sous une forme administrable par voie orale, notamment sous forme de 
comprimes, ou de gelules, ou sous une forme administrable par voie parenterale, 
notamment sous forme de preparations injectables par voie intraveineuse, 
15 intramusculaire, ou sous-cutanee, ou encore par voie aerienne, notamment par 
voie pulmonaire sous forme d'aerosols. 

Avantageusement encore, les compositions pharmaceutiques selon 
Tinvention, sont caract6risees en ce que les quantitds de principe(s) actif(s) sont 
telles que la posologie journaliere en principe(s) actif(s) est d f environ 0,1 mg/kg a. 
20 5 mg/kg, notamment d'environ 3 mg/kg, en une ou plusieurs prises. 

S'agissant de la synthese des composes de formule (I) de l'invention, celle-ci 
est amplement detaill^e dans la demande internationale WO 98/05642, ainsi que 
dans 1'article de Becq et aL, 1999, et de Derand et al., 2001. 

L'invention sera davantage illustree a Taide de la description d6taillee qui 
25 suit de la synthese de nouveaux compos6s de Tinvention, et de Tetude des 
composes de Tinvention dans la cadre de la vasodilatation. 
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I) Preparation des composes MBP 73, MPB 75, MPB 86, MPB 77, MPB 
87,etMPB88 

Dans un tricol muni d'une arrivee d'azote et d'une ampoule a brome, une 
solution de BuLi 0.025 mole est ajoutee goutte a goutte a la seringue a une 
solution de 4.03 g (0.025 mole) de 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane dans 10 mL 
de THF (a -5°C). Le melange est agite a -5°C pendant 30 min. Une solution de 
3.30 g (0.02 mole) de 2-pyridylacetate d'ethyle dans 25 mL de THF est ajoutee 
goutte a goutte sur 2 h. Puis une solution de 0.018 mole de chlorure de benzoyle 
difluore (MBP 73, MPB 75, MPB 86, MPB 77), ou dichlore (MPB 87, et MPB 
88) dans 10 mL de THF est ajoutee sur 1 h. Le melange est maintenu sous 
agitation a -5°C pendant 1 h et 2 h a temperature du laboratoire. Apres hydrolyse 
par 20 mL d'eau, le solvant est elimine sous pression reduite. 
Les composes cyclists lors de l'evaporation du solvant de faction, sont purifies 
par chromatographie colonne sur gel de silice, elutionpar l'acetate d'ethyle. 
0.0003 mole des compos6s pr6cedemment obtenus sont mis en solution dans un 
melange de chlorure de methylene anhydre (5 mL) et d'6ther anhydre (50 mL), 
l'alcool chlorhydrique est ajoute jusqu'a fin de precipitation. Le pr6cipite est 
filtr6 sur Bixchner puis rinc6 a l'6ther anhydre. 

Chlorure de 5-carboxvetbv1-6-hvdroxv-10-fluorobenz orc1quinolizinium MPB 77 

Produit pulverulent crime 
Rendement : 50% 
Point de fusion : 134°C 

Analyse elementaire calculee pour C 16 H 13 N0 3 CIF, 0.5 H 2 0 : C, 58.10 ; H, 
4.26 ; N, 4.23. Trouve C, 58.62 ; H, 3.88 ; N, 4.16. 

BMN l H (DMSOdg) 8 ppm, signal, n protons, attribution : 8.9, pic mal resolu, 
1H, Hj ; 8.2 a 6.9, multiplet, 6H, protons aromatiques ; 6.3, 1H, singulet, OH ; 
4.3, quadruplet (J=7 Hz), 2H, CH 2i 1.3, triplet g=7 Hz), 3H, CH 3 . 




• 17 

BR (KBr) v cm" 1 , attribution : 3420 OH, 3171 3080 C=Ctf, 2973 C-CiL 1718 
C=0, 1628, 1560, 1520, 1506, 1458,- 1312, 1284, 1267, 1193, 1175, 1026, 
824, 774. 

5 Chlorure de 5-carboxv6thvl-6-hvdroxy-9-fluorobeiizorc1quinolizinium MPB 86 

Produit pulverulent jaune 
Rendement : 63% 
Point de fusion : 154°C 
10 Analyse elementaire calculee pour C 16 H 13 N0 3 C1F : C, 59.73 ; H, 4.07 ; N, 
4.35. Trouve C, 59.58 ; H, 4.10 ; N, 4.28. 

RMN l H (DMSOdg) 5 ppm, signal, n protons, attribution : 9.2, doublet (J=8 
Hz), 1H, Hj ; 8.7 a 7.1, multiplet, 6H, protons aromatiques ; 5.7, singulet 
Scnangeable, 1H, OH ; 4.3, quadruplet (J=7 Hz), 2H, CHj; 1.3, triplet (J=7 
15 Hz), 3H, CH 3 . 

IR (KBr) v cm' 1 , attribution : 3454 OH, 3104 3047 3016 C=CjI, 2960 C-C-H. 
1727 C=0, 1609, 1535, 1471, 1435, 1323, 1308, 1259, 1215, 1108, 1017, 
831, 764. 

20 Chlorure de 5<arboxvetbyl-6-hvdroxv-8-fluorobenzorc1quinolizijiium MPB 75 

Produit pulverulent jaune 

Rendement : 28% 
Point de fusion : 168°C 
25 Analyse elementaire calculee pour CkHuNOjCIF : C, 59.73 ; H, 4.07 ; N, 
4.35. Trouv6 C, 59.54 ; H, 4.07 ; N, 4.24. 

RMN *H (DMSOdg) 8 ppm, signal, n protons, attribution : 9.4, doublet (J =9 
Hz), 1H, Hj ; 8.9 a 8.7, multiplet, 1H, proton aromatique ; 8.2 a 7.0, multiplet, 
5H, protons aromatiques ; 6.0, singulet echangeable, 1H, OH ; 4.3, quadruplet 
30 (J=8 Hz), 2H, CH 2 ; 1 .3, triplet (J- 8 Hz), 3H, CH 3 . 
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IR (KBr) v cm 1 , attribution : 3500 OH, 3157 3049 C=Gfi, 2960 C-Cfl, 
1670, 1626, 1590, 1532, 1503, 1457, 1323, 1259, 1209, 1006, 885, 792. 

Chlorure de 5^boxv6mvl-6-hvdroxv-7-fluorobenzo rc1quinolizinhim MPB 73 

Produit pulverulent creme 
Rendement : 27% 
Point de fusion : 173°C 

Analyse elementaire calcutee pour C 16 H 13 N0 3 CIF, 0.5 H 2 0 : C, 58.10 ; H, 
4.26 ; N, 4.23. Trouv6 C, 57.99 ; H, 4.12 ; N, 4.97. 

RMN X H (DMSOdg) 8 ppm, signal, n protons, attribution : 9.0, doublet (J=8 
Hz), 1H, Hj ; 8.4 a 6.8, multiplet, 7H, protons aromatiques + OH ; 4.2, 
quadruplet (J=7 Hz), 2H, CH 2 ; 1.3, triplet (J=7 Hz), 3H, CH 3 . 
IR (KBr) v cm 1 , attribution : 3420 OH, 3160 3101 3046 C=£H, 2984 C-£H, 
1720 C=0, 1646, 1617, 1601, 1501, 1446, 1409, 1347, 1323, 1274, 1227, 
1134, 1011, 814, 779. 

5-n-Butvi40-cMoro^-hvdroxvbenzorclquinoliziiu iim chloride (MPB-91) 
Le 2-pentylpyridine a ete obtenu dans un premier temps par condensation du 2- 
picolyllithium avec le 1-bromobutane a -40°C, et purifi6 par chromatographie 
sur colonne de gel de silice a l'aide de dichloromethane en tant qu'ement. Puis, 
le 2-pentylpyridine 4.48 g (0.03 mol) en solution dans du THF (30 mL) a ete 
trait6 a 0°C avec du diisopropylamide de lithium (0.033 mol), refroidi a -40°C, 
et le 2,3-dichlorobenzoate de methyle 3.08 g (0.015 mol) dans du THF (15 mL) 
a ete ajout6. Le melange a ete agite 1 h a -40°C et hydrolyse a 20°C avec 10 mL 
d'eau. La phase organique a ete sechee sur Na 2 S0 4 , concentr6 sous vide et 
purifiee par chromatographie sur colonne avec de l'ether de petrole et de 
l'acetate d'6thyle en tant qu'eluent. Le produit pur a 6te chauff6 a 200°C 
pendant 1 h. Le residu a 6t6 chromatographic sur florisil avec du 
dichloromethane afin d'obtenir la c6tone cyclique. Cette derniere a 6t6 
solubilisee dans l'6ther anhydre et une solution de HCl/6thanol a ete additionnee 
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goutte a goutte. Produit pulv6rulent crfcme ; point de fusion = 160°C, 
rendement: 15 %. Anal. C 17 H 17 N 1 0 1 C1 2 : C, 63.3?; H, 5.32; N, 4.35; Trouv6: 
C, 63.36; H, 5.27; N, 4.32. IR (KBr): 3439, 3121., 2951, 2923 , 2895, 2863, 
2496, 2344, 1629, 1589, 1502, 1488, 1457, 1400. *H NMR (Me^O-rf*): 
5 G9.25 (8, J = 7 Hz, 1 H, HI), 8.5 (d, J = 7 Hz, 1 H), 8.1-6.9 (m, 5H.+ OH), 
2.9 (t, J = 4 Hz, 2H, CHj), 1.5-1,3 (m, 4H, 2 CH^, 0.9 (t, 3 H, CH 3 ). Spectre 
de masse (ESI): 286 (M-HC1). 

10 II) Effets pharmacologiques des composes de Tinvention 

Les effets pharmacologiques des composes de la famille des 
benzo[c]qinnoHzinium, activateurs de CFTR: le chlomre de 6-hydroxy-10- 
chlorobenzo[c]quinoliziiiiiim (nom de reference: MPB-07) et de 5-butyl-6- 
15 hydroxy40-cUorobenzo[c]quinolizinixim (nom de reference: MPB-91), ont et<§ 
etudies sur des anneaux d'aorte isolee de rat et d'arteres mammaires humaines. 
Les r6sultats montrent les faits suivants 

(1) MPB-91 (EC S0 = 21 \xM) et MPB-07 (EC 50 = 134 pM) ont un effet 
vasorelaxant dose-dependant, reversible et lent, sur les deux preparations. 
20 (2) Ces composes activent un transport anionique dans les cellules 

musculaires lisses. Le profil d'activation de ce transport (MPB-91, MPB-07) est 
similaire a celui rencontre dans les cellules epitheliales exprimant la proteine 
CFTR. 

25 Effets vaso-dflatateur des composes de la famille benzofdqm nolizinium. 



MATERIEL ET METHODES 

A. Materiel biologiaue 
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Prelevement et dissection de Vaorte de Rat 

Les experimentations sont realisees sur Taorte thoracique de rats males de 
souche Wistar de 200 a 250 g ages de 7 a 8 semaines. Le rat est assomme puis 
place en decubitus dorsal. Apres thoracotomie, le segment d'aorte compris entre le 
diaphragme et la crosse aortique est excise. Le morceau d'aorte est immediatement 
place dans une solution physioiogique tamponnee de type Krebs modifie. L'aorte 
est sectionnee en anneaux de 5 mm. 

Abrasion de Vendothelium 

Pour certaines preparations, Tendothelium est enlev<§ mecaniquement a Taide 
d'une aiguille entour6e de fil que Ton fait tourner dans l'anneau d'aorte, Ce procede 
ne lese pas les cellules musculaires lisses. 

B. Technique des orsanes isoles 

Montase dans la cuve a orsanes isoles 

Les anneaux d ! aorte, apres dissection, sont suspendus entre deux crochets 
dont Tun est fixe et Tautre mobile. Ce montage est place dans une cuve en 
Plexiglas (Emka Technologies), thermostatee a 37°C, contenant 5 ml de solution 
physioiogique oxygenee par un melange gazeux (95% 0 2 - 5% CO2). Lenceinte 
thermostatee est alimentee par un bain-marie. Le crochet mobile est suspendu a un 
capteur relie a rinterface (transducteur m6canoelectrique). Cette interface est 
reliee d'une part a un amplificateur (amplification du signal) et d'autre part a un 
ordinateur (visualisation et analyse du signal). Le programme IOX 1.565 permet le 
traitement et la visualisation des signaux sur l'ecran d' ordinateur, Les programmes 
Data Analyst et Prism 3.0.permettent T analyse des resultats. 

Principe de fonctionnement 

La force isometrique developpee par les preparations arterielles est 
transformee en une difference de potentiel qui est amplifiee puis transcrite en un 
signal visualise sur un ecran d'ordinateur. 
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Methodoloeie 

Apres le montage des anneaux d'aorte dans le dispositif experimental, ceux- 
ci sont etires a une tension basale de 2.5 g. Cette tension correspond an point 
5 optimum de leur relation tension/longueur. L'attente de l'etat stable dans le milieu 
pbysiologique de reference se realise sur une periode d'environ 1 heure avec un 
lavage toutes les 20 minutes. A la suite de cette periode d'equilibration, les 
diff&entes exp6riences sont realis6es. 

10 Test de la fpy rtinn endotheliale 

Afin de s'affranclrir des mecanismes de relaxation/contraction dus a 
l'endoth61ium, certaines preparations sont debarrass6es de celui-ci par destruction 
mecanique. Pour s'assurer de la destruction effective de l'endomelium, un test 
cholinergique (ACh 10^ M) est r6abse au terme de la premiere periode 
15 d'equilibration, sur des preparations pr6contracturees par une solution 
hyperpotassique (80 mM de KC1). Ce test est considere valide si Tajout d'ACh ne 
provoque pas de relaxation et que la preparation reste a l'etat contractee. 

Suite a ce test, les preparations subissent plusieurs lavages successifs afin de 
retrouver un etat stable. Une fois l'etat stable atteint, les differentes experiences 
20 peuvent etre realis6es. Les contractures dues aux solutions bypeipotassiques sont 
obtenues par remplacement total de la solution pbysiologique de rdference par la 
solution hyperpotassique. L'administration des substances pharmacologiques se 
fait de facon cumulative et directement dans les cuves a organes isol6s en prenant 
garde que le volume additional ne soit pas trop 61ev6. L'application de chaque 
25 nouvelle concentration ne se fait qu'apres stabilisation. Afin de rendre compte de 
l'etat de rdactivite de la preparation en fin de manipulation, un test 
hyperpotassique ou noradrenergique est effectu6. Si la preparation reagit dans le 
sens d'une contracture, le test est valide. 
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Qi Li§. differentes solutions phvsiolosique's et les substances 

pharmacolosiques utilisees 

Solutions vhvsioloeiques 

La composition de la solution physiologique de reference est une solution 
de type Krebs modifie : NaCl : 120mM ; KC1 : 4,7mM ; CaCl 2 : 2,5mM ; MgCl 2 : 
l,2mM ; NaH 2 P0 4 : l,2mM ; NaHC0 3 : 15mM ; Hepes : lOmM ; Glucose : 
llmM ; pH = 7,4. Des solutions hyperpotassiques contenant differentes 
concentrations de KC1 ont ete pr6parees selon le mSme principe. Ces solutions 
sont utilis6es pour provoquer une contracture de l'anneau d'aorte par 
depolarisation des cellules musculaires lisses. La solution hyperpotassique 
majoritairement utilisee dans les experiences contient 80 mM de KCL 

Substances pharmacologiques 

- MPB-07 (chlorure de 6-hydroxy-10-cMorobenzo[c]qiunoUzinixiin) 

- MPB-91 (cWorurede5-butyl-6-hydroxy-10-chlorobenzo[c]quinoliz^ 

- Arterenol (norepinephrine, SIGMA, USA) 

- ACh (acetylcholine, SIGMA, USA) 

- L-NAME (Ng-nitro-L-arginine methyl ester, SIGMA, USA) 

- MPB-70 (10-chlorobenzo[c3quinolizine-6-one) 

- Verapamil (SIGMA, USA) 

D. Les efflux d'iodure 

La technique des efflux d'iodure, mise au point par Venglarick et al. (1990), 
permet lamesure des mouvements d'ions et est decrite en detail dans Derand et al. 
(2001). 

Methodologie 

Les anneaux d'aorte de taille equivalente, sont incubes dans 1 ml de solution 
de charge composee de solution physiologique de type Krebs modifie ou 
hyperpotassique (80 mM KC1) supplementee de 1,5 [il/ml de Na 125 I et 0,1 nl/ml 
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de KL Aprfes 1 h 30 d'incubation a 37°C, 4 rin9ages successifs de deux minutes 
sont realises dans 1 ml de solution physiologique appropriee (solution Krebs 
nonnale ou hyperpotassique). Une cin6tique d'efflux d'iodure des anneaux d'aorte 
est realisee pendant 12 min. Aprds chaque minute, le contenu de chaque puits est 
preleve et place dans des tubes a hemolyse, et la radioactivite est comptee par un 
compteur gamma (Packard, Cobra II). A la 12 e minute, les anneaux d'aorte sont 
solubilises dans du Dodecyl Sulfate de Sodium (SDS 0,1%) + NaOH (0,1M). 
Cette etape permet la recup6ration de la radioactivite residuelle par destruction 
cellulaire. 

Presentation des risultats 

La radioactivite totale des cellules est calculee par l'addition des coups par 
minute (cpm) de chaque fraction collectee et des cpm de la fraction solubilisee 
(radioactivite residuelle). Les courbes sont tracees en exprimant les efflux en 
pourcentage du contenu cellulaire accumule dans le milieu en fonction du temps. 
Par exemple, la valeur attribuee au temps t*, correspond k : 100 x ( £ cpm obtenus 
de ^ k tj/radioactivite totale. La vitesse instantanee de sortie est presentee selon 
la formule LnC 25 ^/ 125 ^)/^-^, ou t t et ^ sont deux temps successifs et 125 Itj et 
l25 Itj sont les efflux mesur£s aux temps t L et t^ Pour evaluer Peffet d'une 
substance, on determine le rapport d'activation r = vitesse de sortie apres 
stimulation / vitesse de sortie avant stimulation. Les resultats (moyenne ± SEM) 
sont compares a Taide du test statistique de Student pour une valeur appariee. 

RESULTATS 

A. ORGANES ISOLES 



1 / Experiences temoins 
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■ Contracture hyperpotassique et contracture" par l'art6r6nol (figure 

1AB) 

Apres un etat de stabilit6 des anneaux d'aorte en solution normale de type 
Krebs, la totalite de la solution est remplacee par une solution hyperpotassique 
contenant 80 mM de KC1. Cette solution a pour effet de contracter les anneaux 
d'aorte par depolarisation des cellules rausculaires lisses. La figure 1 A montre que 
la contracture obtenue en milieu hyperpotassique est stable dans le temps. Elle est 
prise comme contr61e (100% de la contracture) dans les differentes experiences 
realisees. La contracture par l'arterenol (lO^M) se fait par ajout directement dans 
la cuve contenant la solution normale de type Krebs. Le m6canisme qui conduit a 
la contracture de l'aorte est different. L'arterenol se fixe sur un recepteur 
adr6nergique de type alpha 1 intdgre a la membrane des cellules musculaires 
lisses. C'est la voie classique via le DAG et 1' P 3 qui permet la contracture. 

* Validation de la technique de desendothelisation 

Afro de verifier la presence ou non de 1' endothelium, le test cholinergique 
est utilise. Apres contracture de l'anneau d'aorte en milieu hyperpotassique (80 
mM de KC1), de l'ACh (lO^M) est ajoute dans la cuve. Les resultats montrent que 
les anneaux d'aorte sans endothelium restent contracte alors que les anneaux 
d'aorte avec endothelium se relaxent (environ 40% de relaxation). Dans cette 
etude ce test a ete valide. 

a Effets de difKrents solvants, solutions et substances 

Avant de commencer les experimentations, differents tests temoins de 
diverses substances ont 6t6 pratiques afin d'anticiper leurs effets eventuels sur les 
preparations. V ajout d'eau et de DMSO (dimethylsulfoxyde), solvants principaux 
de la majorite des substances injectees aux preparations, n'ont aucun effet sur les 
anneaux d'aorte, que ceux-ci soient en solution Krebs normale ou en solution 
hyperpotassique. 
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■ Controle du pH 

Les solutions Krebs normale ou hyperpotassique ont un pH de 7,4, Sur une 
experience de 7 heures, ce pH ne presente aucune derive, dans les deux conditions. 
Apres ajout de MPB-07 ou autres substances pharmacologiques utilisees, le pH ne 
presente aucune derive dans le temps. 

■ Derive de la contracture des anneaux d'aorte dans le temps 

Les anneaux d'aorte precontractures soit par une solution hyperpotassique 
soit par de Parterenol, pr&entent une contracture stable dans le temps, une heure 
environ apres l'etat stable de contracture acquis. 

2/ Effet du MPB-07 sur des anneaux d'aorte precontractures en 

solution hyperpotassique 

i 

■ Anneaux d'aorte avec endothelium (figure 2 A ; figure 3 A) 

Le MPB-07 provoque une relaxation dose-dependante des anneaux d'aorte 
avec endothelium comme le montre la figure 2A. Les resultats presentes figure 3 A 
sont en pourcentage de la contracture maximale obtenue en solution 
hyperpotassique. La figure 3 A montre que sur des anneaux d'aorte avec 
endothelium, le MPB-07 presente une EC 50 = 132,4 db 0,02 jiM (n =14). La 
relaxation est effective a partir de 80 \jM ( 24 ± 1,6 % de relaxation, n =14 ) et 
atteint96± 1,75% (n =14) pour 500 \M. 

■ Anneaux d'aorte sans endothelium (figure 3B) 

Le MPB-07 provoque une relaxation dose-dependante des anneaux d'aorte 
sans endothelium. Cette molecule a done une action endothelium independante. 
Les resultats sont presentes en pourcentage de la contracture maximale obtenue en 
solution hyperpotassique. Sur les anneaux d'aorte sans endothelium, la figure 3B 
montre que le MPB-07 presente un EC 50 = 92,90 ± 0,02 yM ( n =7 ). La relaxation 
est probante a partir de 80 ( 37 ± 5,6% de relaxation, n =7 ) et atteint 99 ± 1 
% ( n =7 ) a 250 pM. En comparaison avec le resultat precedent, le MPB-07 
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semble plus efficace sur les anneaux d'aorte sans endothelium que sur les anneaux 
d'aorte avec endothelium, les deux EC 50 sont significativement differents (test de 
Student, p<0,01), L' absence de l'endothelium joue done un role sur 1'effet 
relaxant provoque par le MPB-07, 

5 

■ Anneaux d'aorte avec endothelium + L-NAME (figure 2B ; figure 3C) 
La L-NAME a ete utilisee afin d'inhiber les mecanismes de regulation par 
Tendothelium sur les cellules musculaires lisses et dans le but de tnimer une 
absence de Tendothelium. Cette molecule est un inhibiteur de la NO (nitric oxyde) 

10 synthase pr6sente dans les cellules endothelials. La L-NAME (10" 4 M) est ajoutee 
dans la solution hyperpotassique 30 minutes avant la gamme de MPB-07. Le 
MPB-07 provoque une relaxation dose-dependante des anneaux d'aorte avec 
endothelium traites par la L-NAME comme le montre la figure 2B. Les resultats 
(figure 3C) sont presses en pourcentage de la contracture maximale obtenue en 

15 solution hyperpotassique apres Tajout de la L-NAME. Le MPB-07 presente un 
EC 50 = 51,80 ± 0,008 jiM ( n =8 ). La relaxation se prononce a partir de 40 jiM ( 
33 ± 6,15% de relaxation, n =8 ) et atteint 98 ± 1,3% pour 160 fiM. En 
comparaison avec les resultats precedents, la presence de L-NAME potentialise 
V effet vasorelaxant du MPB-07. 

20 

a Anneaux d'aorte sans endothelium en presence de L-NAME (figure 

3D) 

L'effet du MPB-07 a et6 teste sur des anneaux d'aorte sans endothelium et en 
presence de L-NAME pour bloquer la voie de regulation par le NO. Dans cette 

25 situation, le MPB-07 provoque une relaxation dose-dependante des anneaux 
d'aorte avec un EC 50 = 55,1 ± 0,2 jxM (n =7). H est k noter que les courbes « avec 
endothelium + L-NAME » et «sans endothelium + L-NAME » sont 
comparables. Les figures 5A et 5B presentent les differences statistiques entre la 
courbe «avec endoth61ium» et les courbes «sans endothelium » et «avec 

30 endothelium + L-NAME ». 
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3/ Reversibilite de Peffet MPB-07 (figure 4A) 
Nous venons de montrer que le MPB-07 induisait une vasorelaxation des 
anneaux d'aorte precontractures en solution hyperpotassique. Cet effet est 
reversible comme le montre la figure 4A. Dans cette experience l'ajout de MPB- 

5 07 en dose unique (135|iM) provoque une relaxation des anneaux d'aorte avec 
endothelium precontractures en milieu hyperpotassique. Apres un etat stable de 
relaxation, les anneaux sont laves en milieu physiologique normal afin de revenir 
a Tetat basal de contracture, puis contracte de nouveau en milieu hyperpotassique. 
Les rdsultats (n = 4) montrent, une reactivity positive des anneaux d'aorte, apres 

10 une dose unique de MPB-07, ceux-ci retrouvant leur contracture hyperpotassique 
initiate. Ces resultats montrent la reversibilite de I'effet relaxant du MPB-07. 

4/ Effet du MPB-07 sur des anneaux d'aorte precontractures par 
de ParterSnol 

15 La figure 4B montre que l'ajout de MPB-07 (10 |iM) provoque une 

relaxation des anneaux d'aorte avec endothelium precontractures par de I'arterenol 
(10^M) . Les resultats montrent 90 ± 9% de relaxation au bout de 2h30. Des 
oscillations rapides de contracture sont observables. Ces variations transitoires 
presentent une amplitude qui augmente en fonction du temps. L'ajout de verapamil 

20 (inhibiteur canaux Ca L , 200 \M) stoppe ces variations. 

5/ Comparaison de Peffet du MPB-07 avec Peffet du MPB-91 et 
MPB-70 (figure 5Cet6) 

Le MPB-07 et MPB-91 sont des activateurs de CFTR. II nous est paru 
25 interessant de comparer leur effets avec le MPB-70 un analogue inactif sur CFTR 
des cellules epitheliales, et dont la formule est la suivante 
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MPB-70 
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De 10 jxM a 80 \M PefFet des 2 molecules est semblable, les resultats ne 
presentent pas de difference statistiquement significative. A 160 pM, le MPB-70 
relaxe les anneaux d'aorte (n = 7) de 27 % centre 64 % par le MPB-07 (n = 14) : 
cette difference est significative (*** ; p<0,001). A 250 (iM, le MPB-70 provoque 
42 % de relaxation des anneaux d'aorte alors que le MPB-07 a cette mdme 
concentration provoque 88 % de relaxation (difference statistiquement 
significative, p<0,001). A 500 jiM, le MPB-07 relaxe & 100% les anneaux d'aorte 
alors que le pourcentage de relaxation par le MPB-70 ne varie peu (46 %) et reste 
le mSme pour des concentrations sup6rieures. La comparaison des courbes 
doses/reponses presentee figure 6 montre que le MPB-91 (EC 50 = 21 pM) est plus 
efficace que le MPB-07 (EC 50 = 133 jxM). 

6/ Conclusion 

Cette etude montre que : 

> Le MPB-07 et le MPB-91 ont un effet vasorelaxant dose- 
dependant, reversible et lent, sur les anneaux d'aorte precontractures. 

> ^inhibition de la voie de la NO-synthase par la L-NAME 
renforce cet effet pharmacologique, 

> L'ordre d'efificacite des composes est MPB-91>MPB- 
07»MPB-70 sur ces preparations suit celui observ6 sur le CFTR epithelial 
humain. 

> 

B. LES EFFLUX D'lODURE 

La technique des efflux d'iodure a ete utilisee pour caracteriser les 
transports anioniques et leur mode de stimulation par le MPB-07. Cette technique 
permet de tracer un transport ionique dans une cellule chargee au prealable avec le 
radiotracer correspondant. Nous avons adapte cette technique utilisee en routine 
au laboratoire pour l'etude sur des anneaux d'aorte. 

Nous avons d'abord etudie les cinetiques de sortie de ,25 I des cellules 
musculaires Usses des anneaux d'aorte (depourvus d'endothelium) a l'etat basal, 
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c'est-a-dire en absence de stimulation. Ces experiences orit ete realisees dans deux 
conditions : en milieu physiologique normal et en milieu hyperpotassique. Cette 
etude permet de comparer les resultats obtenus apr£s stimulation des anneaux 
d'aorte. Les resultats montrent que la sortie d'iodure s'effectue r6guli£rement en 
5 fonction du temps. L'efflux basal correspond a la diffusion passive de la charge 
radioactive en dehors des cellules. Ces experiences montrent que Tabsence de 
vitesse de sortie correspond a Fabsence de stimulation d'un transport anionique. 

1/ Effet du MPB-07 sur les efflux d'iodure, sur des anneaux 
10 d'aorte sans endothelium en milieu hyperpotassique (80 mM KC1) (figure 7 A 
et8A) 

Dans une mSme situation experimental que celle utilisee en organes 
isoles l'ajout de MPB-07 provoque une augmentation de l'efflux d'iodure comme 
le montre la figure 7A. La vitesse de sortie augmente de 0,053 ± 0,005 k l'etat 

15 basal a 0,076 ± 0,008 (augmentation de 0>023) une minute apres Taddition de 
MPB-07, puis 0,099 ± 0,013 (soit une augmentation de 0,046) 2 minutes apres 
l'addition de la molecule (resultats de n = 8 experiences). Ces resultats montrent 
que le MPB-07 active un transport anionique dans ces conditions. La figure 8A 
montre les differences statistiques entre la vitesse de sortie avant et apres 

20 stimulation par le MPB-07. 

21 Effet du MPB-07 sur les efflux d'iodure, sur des anneaux 
d'aorte avec endothelium traites k la L-NAME, en milieu hyperpotassique 

(figure IB et 8B) 

25 L'ajout de MPB-07 provoque une augmentation de l'efflux (figure 7B). 

En presence de 

L-NAME (lO^M) cette augmentation est plus elevee que dans l'experience 
precedents En effet, la vitesse de sortie passe de 0,059 a l'6tat basal a 0,103 ± 
0,017 (augmentation de 0,044) une minute apres l'addition de MPB-07, puis a 
30 0,1 10 ± 0,015 (augmentation de 0,051) 2 minutes apres l'ajout de MPB-07, pour 
atteindre 0,119 ± 0,011 (augmentation de 0,060) 3 minutes apres l'addition de la 
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mol&ule (resultats de n = 4 experiences). L'augmentatioh de vitesse de sortie est 
statistiquement significative par rapport, a la valeur basale (figure 8B). Ces 
resultats montrent que le transport anionique activ6 par le MPB-07 (250 uM) est 
potentialise par la pr6sence de L-NAME. L'inbibition de la NO synthase 
5 potentialise l'activation d'un transport anionique par le MPB-07. Ce resultat 
conforte les reaultats obtenus en organes isoles. 

3/ Effet du MPB-70 sur les efflux d'iodure, sur des anneaux 
d'aorte sans endothelium, en milieu hyperpotassique (figure 7C et 8C) 

10 Le MPB-70 est une molecule de la meme famille que le MPB-07, mais 

inactive sur le canal CFTR. Comme en organes isoles, le MPB-70 a ete test6 en 
efflux de radiotraceurs. Sur les anneaux d'aorte, l'addition de MPB-70 ne 
provoque pas d' augmentation de la vitesse de sortie. La vitesse de sortie passe de 
0,056 ± 0,002 a 0,053 ± 0,003 une minute apres l'addition de MPB-70. Cette 

15 vitesse n'atteint que 0,055 ± 0,005, 2 minutes apres l'ajout de la molecule. 

4/ Effet du MPB-07 sur les efflux d'iodure, sur des anneaux 
d'aorte sans endothelium en milieu physiologique normal (figure 7D et 8D) 
La stimulation par le MPB-07 entraine une faible activation de l'efflux 
20 d'iodure. Ceci se traduit par une augmentation de la vitesse de sortie qui passe de 
0,044 ± 0,009 a 0,076 ± 0,016 sur n = 3 experiences. Statistiquement cette 
augmentation est non significative (ns) comme le montre la figure 8D. 
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5/ Conclusion 

Le MPB-07 active un transport anionique dans les cellules musculaires 
lisses, potentialise par la L-NAME. Le profil d'activation de ce transport (MPB- 
07»>MPB-70) est similaire a celui rencontre dans les cellules epitheliales 
exprimant le CFTR humain. Des effets similaires ont et6 observe avec le compos6 
MPB-91. 
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Legende des figures 

Figure 1 : A. Trace repr6sentatif d'une contraction d' anneaux d'aorte par 
une solution hyperpotassique 

B. Trace representatif d'une contraction d' anneaux d'aorte par 

de l'arterenol (lO^M) 

Figure 2 : Traces representations d'une gamme de MPB-07 : A. sur des 
anneaux d'aorte avec endothelium preconfractes en solution hyperpotassique ; B. 
sur des anneaux d'aorte avec endothelium precontractes en solution 
hyperpotassique, en presence de L-NAME (lOiM) en preincubation 30 min avant ' 
l'ajoutde MPB-07. 

Figure 3 : Courbes representant le pourcentage de contraction des anneaux 
d'aorte en fonction du logarithme decimal de la concentration en MPB-07 (en M). 
La gamme de MPB-07 (10, 20, 40, 80^ 160, 250, 500 et 1000 \M) est realisee sur 
des anneaux d'aorte precontractes en solution hyperpotassique (80 mM de KC1) : 

A. avec endothelium, moyenne ± SEM de n = 14 exp6riences realisees sur 4 rats ; 

B. sans endothelium, moyenne ± SEM de n = 7 experiences realises sur 2 rats ; 
C avec endothelium, en presence de L-NAME (10" 4 M) en preincubation 30 min 
avant l'ajout de MPB-07, moyenne ± SEM de n = 8 experiences realisees sur 2 
rats ; D. sans endothelium, en presence de L-NAME (lO^M) en preincubation 30 
min avant l'ajout de MPB-07, moyenne ± SEM de n = 7 experiences realisees sur 
2 rats. Le pourcentage de contraction est calcule par rapport a la valeur de tension 
maximale obtenue en solution hyperpotassique. Les resultats sont normalises par 
rapport a cette valeur. 

Figure 4 : A Trace representatif de la reversibilite de reflet du MPB-07 
(135 jxM) sur des anneaux d'aorte avec endothelium B. Trace representatif de 
l'effet du MPB-07 (a 10 jiM) sur des anneaux d'aorte avec endothelium 
precontractes par de l'arterenol (lO^M). 



32 



Figure 5 : Comparison statistique des doses / reponses du MPB-07 entre 
des anneaux d'aorte: A. avec endothelium et sans endothelium B.avec 
endothelium et avec endothelium en presence de L-NAME <1C« M) ; C. 
Comparaison des doses / reponses du MPB-07 et du MPB-70 sur des anneaux 
d'aorte avec endothelium. Les resultats sont presets en pourcentage de 
contraction en fonction du logarithme decimal de la concentration en MPB-07. 
Les valeurs de contraction pour chaque concentration sont comparees 
statistiquement, par le test de Student. 

ns : difference non significative entre les 2 valeurs comparees 
* : difference significative entre les 2 valeurs comparees, p<0,05 
** : difference significative entre les 2 valeurs compares, p<0,01 

Figure 6 : Comparaison des courhes doses / reponses du MPB-07 et MPB- 
91: Les resultats sont presentes en pourcentage de contraction en fonction du 
logarithme decimal de la concentration en MPB-07. 

Figure 7 : Resultats representatifs des efflux d'iodure sur des anneaux 
d'aorte sans endoth61ium: A. en P r6sence de MPB-07 (250 uM) en milieu 
hyperpotassique ; B. en pr6sence de MPB-07 (250 uM) en milieu hyperpotassique 
et L-NAME (lO^M) en preincubation 30 min avant l'ajout de MPB-07 ; C. en 
presence de MPB-70 (250 uM) en milieu hyperpotassique ; D. en presence de 
MPB-07 (250 uM) en milieu physiologique normal. 

Le MPB-07 ou MPB-70 est ajout6 au bout de 4 min. La valeur au temps 4 
min est prise comme valeur contrSle. La vitesse de sortie est representee en 
fonction du temps. 

Figure 8 : Representation du rapport de la valeur de vitesse de sortie 
obtenue apres different temps de stimulation et de la valeur de vitesse de sortie 
avant stimulation. 
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A, stimulation par MPB-07 en milieu hyperpotassique, moyenne ± SEM de 
n = 8 experiences; B. stimulation par MPB-07 en milieu hyperpotassique, en 
presence de L-NAME (10" 4 M) 30 min avant l'ajout, moyenne ± SEM de n - 4 
experiences ; C. stimulation par MPB-70,'en milieu hyperpotassique, moyenne ± 
SEM de n = 4 experiences ; D. stimulation par MPB-07 en mileu physiologique 
normal, moyenne ± SEM de n = 3 experiences. Les resultats sont compares 
statistiquement (t test Student) par rapport a la valeur basale. 

ns : difference non significative par rapport a la valeur basale 
* : difference significative par rapport a la valeur basale, p<0,05 
** : difference significative par rapport a la valeur basale, p<0,01 



III) Bibliographic 

DORMER, R.L., DERAND, R., MCNEDLLY, CM., METTEY, Y., 
BULTEAU^PIGNOUX, L., METAYE, T., VERFOND, J.M., GRAY, M.A., 
GALIETTA, L.J., MORRIS, M.R., PEREIRA, M.M., DOULL, I.J., BECQ, 
F. & MCPHERSON, M.A. (2001). Correction of delF508-CFTR activity with 
benzo(c)quinolizinium compounds through farilitation of its processing in cystic 
fibrosis airway cells. In J Cell Sci. pp. 4073-81. 

BECQ, F., METTEY, Y., GRAY, M.A., GALIETTA, L.J., DORMER, R.L., 
MERTEN, M., METAYE, T., CHAPPE, V., MARVINGT-MOUNIR, C, 
ZEGARRA-MORAN, 0., TARRAN, R., BULTEAU, L., DERAND, R., 
PEREIRA, M.M., MCPHERSON, M.A., ROGIER, C, JOFFRE, M., 
ARGENT, B.E., SARROUILHE, D., KAMMOUNI, W., FIGARELLA, C, 
VERRIER, B., GOLA, M. & VIERFOND, J.M. (1999). Development of 
substituted Benzo[c]quinolizinium compounds as novel activators of the cystic 
fibrosis chloride channel. J Biol Chem, 274, 27415-25. 




34 

DERAND, R., BULTEAU-PIGNOUX, L., METTEY, Y., ZEGARRA- 
MORAN, 0., HOWELL, L.D., RANDAK, C, GALIETTA, L.L, COHN, 
LA., NOREZ, C, ROMIO, L., VIERFOND, J.M., JOFFRE, M. & BECQ, F. 
(2001). Activation of G551D CFTR channel with MPB-91: regulation by 
ATPase activity and phosphorylation. Am J Physiol Cell Physiol, 281, C1657- 
66. 

VENGLARIK, C.L, BRIDGES, R.J. & FRIZZELL, R.A. (1990). A simple 
assay for agonist-regulated CI and K conductances in salt- secreting epithelial 
cells. Am J Physiol, 259, C358-64. 




35 

REVINDICATIONS 



1. Utilisation de derives de formule gen6rale (I) suivante : 



5 



10 





f 3 








A 






X 








R 'l 










R 8 



R 4 



dans laquelle : 

- l'h&erocycle A est aromatique ou non, etant entendu que dans ce dernier 
15 cas Tatome d'azote de cet heterocycle est lie par une double liaison au carbone en 

position 4a, 

- Rl, R2, R3, R4, R5, R7, R9 et R 10> represented, ind6pendamment les 
uns des autres : 

. un atome d'hydrogdne, ou 
20 . un atome d'halog&ie, notamment un atome de chlore, ou de brome, ou 

de fluor, ou 

• un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou 
ramifie, d'environ 1 a environ 10 atomes de carbone, ces groupes etant le cas 
echeant substitues, notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par 

25 une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un cycle aromatique et/ou 
aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de carbone dans le cycle, ces cycles 
etant eux-mSmes, le cas 6cheant, substitues notamment par un halogene, et/ou par 
un hydroxyle, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, ces groupes etant tels 

30 que definis ci-dessus, ou 
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. un cycle aromatique ou aliphatique, d'environ 5" a environ 10 atomes de 
carbone dans le cycle, ce cycle etant lui-meme, le cas 6ch6ant, substitue 
notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, ces groupes 6tant tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -ORg, R a representant un atome d'hydrogene, ou un groupe 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou ramifie, ces groupes etant 
tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant 
tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -NRjjRc, Rb et Rc, independamment Tun de I'autre, 
representant un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou ramifie, ces groupes etant tels que definis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci- 
dessus, ou 

. lorsque Ri et R2, et/ou R3 et R4, et/ou R4 et R5, et/ou R7 et Rg, et/ou 
Rg et R9, et/ou R9 et Rio, ne representent pas les differents atomes ou groupes ou 
cycles mentionnes ci-dessus, alors R\ en association avec R2, et/ou R2 en 
association avec R 3 , et/ou R3 en association avec R4, et/ou R4 en association avec 
R 5 , et/ou R7 en association avec Rg, et/ou Rg en association avec R9, et/ou R9 en 
association avec Rio, forment respectivement avec Ci et C2, ou avec C2 et C3, 
ou avec C 3 et C4, ou avec C4, C 4a et C 5 , ou avec C7 ef Cg, ou avec Cg et C9, ou 
avec C9 et C10, un cycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, 
ce cycle etant le cas ech6ant substitue, notamment par un halogene, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle 
aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles 6tant tels que definis ci-dessus, 
ou 

. lorsque R3 et R4 ne representent pas les differents atomes ou groupes ou 
cycles mentionnes ci-dessus, alors R3 en association avec R4 forment un groupe 
indole de formule 
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dans laquelle R a est tel que defini ci-dessus, 
- Y represente : 

. un groupe -ORd, Rd representant tin atome d'hydrogene, ou un groupe 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou ramifii, ces groupes etant 
tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant 
tels que definis ci-dessus, ou 

un groupe -NReRf, Re et R f ind6pendamment Tun de l'autre, 
representant un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, imeaire ou ramifie, ces groupes 6tant tels que definis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci- 
dessus, 

. etant entendu que lorsque ou Pun au moins de Re ou de Rf, ne 
represented pas Tun des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes ci- 
dessus, alors Rd, ou hin au moins de ou de Rf, en association avec R5, ou en 
association avec R7, forment respectivement avec C5 et C$, ou avec Cg, Cg a et 
C7, un hiterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le cas 
echeant subsume, notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, 
carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, 
ces groupes ou cycles etant tels que d6finis ci-dessus, 

- X represente un atome sous forme anionique, tel qu'un atome dTialogene, 
notamment un atome de brome ou de chlore, ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, tel qu'un perchlorate, et lazote de l'heterocycle A de la formule (I) est 
sous forme quaternaire et est lie d'une part par liaison covalente au carbone en 
position 11, et, d'autre part, par liaison ionique a X defini ci-dessus, etant entendu 
que lorsque Ri et Rio ne represented pas Tun des differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Ri en association avec Rio forment avec 
Ci, 1'azote de llieterocycle A de la formule (I), Cn, et Ciq, un heterocycle 



38 



10 



aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le cas echeant substitue, 
notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, ces groupes 
ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

pour la preparation de medicaments destines au traitement de pathologies 
liees a une constriction des cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les 
pathologies li6es aux ph<§nom£nes de vasoconstriction dans le cadre de troubles 
vasculaires, notamment Phypertension arterielle, ou les pathologies H6es aux 
phenomenes de bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, 
notamment Pasthme. 
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2. Utilisation selon la revendication 1, des derives des benzo[c] 
quinoliziniums de formule (la) suivante : 



20 



25 



30 



< 




x 










Rf 


y 




R 8 



(la) 



dans laquelle : 

- Rj et R2 represented un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec Cj et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R5 represente un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyie, ou un ester 
de formule COOR dans laquelle R' represente un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe ethyle, 

- Y represente un groupe -OH, -SH, -NH2, ou -NHCOCH3, 
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- R7> R8> R9 et R 10 represented un atome d'hydrogene, ou Tun an moins de 
R.7, Rg, R9 ou Rio> represente un atome d'halogene, notamment un atojtne de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
5 atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 

anionique. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des derives des benzo[c] 
quinoliziniums de formule (la) dans laquelle Y represente un groupe -NH2, ou 

10 -NHCOCH3. 

4. Utilisation selon la revendication 3, des derives des 
benzo[c]quinoliziniums de formule (la) suivants : 



15 

compost 13 (MPB-01) compost 11 (MPB-26) 




30 



compost 14 (MPB-02) 



compost 15 (MPB-03) 



40 



compost 16 



compost 17 





compost 24 





- Y 1 



C0CH3 



5. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, de derives des 
benzoMquinolizmiums de formule (la) dans laquelle Y represente OH. 

6. Utilisation selon la revendication 5, de derives des 

benzoMquinoliziniums de formule (la) choisis parmi les suivants : 

LJ4 ^ compost 18 (MPB-06) 

compost 12 (MPB-OS) 
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compose MPB 73 compose MPB 




7. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, de derives des 
benzo[c]quinolizini\ims de formule (la) dans laquelle Y represente SH. 



8. Utilisation selon la revendication 7, de derives 
benzo[c]quinoliziniums de formule (la) choisis parmi les suivants : 
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compos6MPB102 



compose MPB 103 



15 



20 





10 9. Utilisation selon la revendication 5, de derives de formule generate (Ia-1) 

suivante : 




(Ia-1) 



25 



30 



dans laquelle : 

- R 5 represente un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- R 10 represente un atome un atome dlialogene, notamment un atome de 
chlore, de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'nalogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4". 



35 



40 



10. Utilisation selon la revendication 9, du derive MPB-07 de formule 
suivante : 

compose 19 (MPB-07) 
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11. Utilisation selon la revendication 9, du derive MPB-91 de formule 
suivante : 



compost MPB-91 




(CH,>CH3 
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12. Utilisation selon la revendication 1, de derives de formule generate (lb) 
15 suivante : 



20 



25 




Y R 7 

30 

dans laquelle R a , Rj, R2, R5, R7, R& R9, Rl0> X et Y sont tels que definis 
dans la revendication 1, et notamment les composes de formule (lb) dans laquelle: 

- R a represente un atome d'hydrogene, 

- Ri et R2 repr&entent un atome d'hydrogdne, et il n'y a pas de double 
35 liaison entre les deux carbones portant R\ et R2, 

- R5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7, Rg, R9 et Rio represented un atome d'hydrogene, ou Tun de Ry> Rg, 
R9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, de 
brome ou de fluor, 

40 - Y represente -NH2, 
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- X represente un atome d'halogene, notamment uri atome de brome, ou de 
chlore, oude fluor. 



13. 

suivante 



Utilisation selon la revendication 10, de derives de formule (Ib-1) 




(Ib-1) 



et plus paruculierement les composes de formule (Ib-1) suivants : 
-compos6 G : R7 = C1, R8 = R9 = R 10 = H > 
-compose H : R7 = R8 = R9 ==R 10 = H > 
-compose I : R8 = C1, R7 = R9 = R 10 " H > 

- compose J : R9 = CI, R7 = R8 - R 10 = H > 

- compos6 K : Rio = CI, R 7 = Rg = R9 = H > 
-compos6 L : R9 = Br, R 7 = R8 = RlO = H - 

' 14. Composes de formule (I) telle que definie dans la revendication 1 dans 
laquelle R 5 represente un ester de formule COOR dans laquelle R represent un 
groupe alkyle lineaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un 
groupe ethyle. 

15. Composes selon la revendication 14, de formule (la) telle que definie 
dans la revendication 2, dans laquelle : 

- Ri et R 2 represented un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec Cj et C 2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 
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- R 5 represente un ester de formule COOR' dans laquelle R' represente un 
groupe alkyle lineaire ou substitu6 de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un 
groupe ethyle, 

- Y represente un groupe -OH, -SH, -NHjj, ou -NHCOCH3, 

- R7, Rg, R9 et Rio representent un atome d'hydrogene, ou l'un au moins de 
R7, Rg, R9 ou Rio, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore Cr, ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 
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16. Composes selon la revendication 14 ou 15, de formule (la) dans laquelle 
R 5 represente un ester de formule COOR' dans laquelle R' represente un groupe 
alkyle lineaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe 
ethyle, et Y represente un groupe -OH. 



17. Compos6s selon l'une des revendications 14 a 16, de formules suivantes: 



compose MPB 73 



20 



25 




30 



compose MPB 86 



35 



COOCjH 5 




COOCjHj 



compose MPB 75 



OOOCjR; 




compose MPB 77 




COOCjHs 



47 



compose MPB87 



compost MPB 88 



10 



15 



20 



25 




cooqHs 




COOC^ 



OH 



18. Composes de formule (I) telle que definie dans la revendication 1 dans 
laquelle Y represente SH. 

19. Composes selon la revendication 18, de formule (la) telle que definie 

dans la revendication 2, dans laquelle : 

- R, et R 2 represented un atome. d'hydrogene, ou forment en association 
avec Ci et C 2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R 5 repr&ente - R 5 represente un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle 
Uneaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- Y repr&ente un groupe -SH, 

- R 7 , R 8 > R9 «t RlO representent un atome d'hydrogene, ou l'un au moins de 
R 7 , Rg, R9 ou R10» tepresente un atome dHalogene, notamment un atome de 

chlore. de brome ou de fluor, 

. X represente un atome d'halogene sous forme -anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore Or, ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

20. Composes selon la revendication 18 ou 19, de formules suivantes: 

compose MPB 103 

30 compose MPB 102 
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21. Compositions pharmaceutiques comprenant au moins un compose defini 
dans l'une des revendications 14 a 20, en association avec un'vehicule 
phaimaceutiquenient acceptable. 
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